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摘  要 
熔解曲线分析法 ( Melting curve analysis ) 是一种 PCR后产物分析技术，具
有操作简单、结果判断直观等特点，已经被广泛用于突变扫描、甲基化检测等研
究。熔解曲线分析技术可分为探针熔解曲线 ( Probe melting curve ) 和荧光染料
熔解曲线 ( Fluorescent dye melting curve ) 两大类。探针熔解曲线利用探针与不




DNA 嵌入剂，对引物二聚体 ( Primer-dimers ) 和非特异扩增产物 ( Non-specific 









HPV（16 和 18）分型为切入点，建立一种用于 HPV 基因分型的双重实时 PCR








































Melting curve analysis is a straightforward, simple and widely-used PCR 
methed for genotyping and methylation. Melting curve analysis for multiplex PCR 
detection can be divided as: (1) probe and (2) fluorescent dye melting curve. Probe 
melting curve is used of single probe to difference target sequence forming different 
double-stranded DNA with distinguisheable melting temperature (Tm). Therefore, 
probe design become a critical issue for accomplishing igh specific and efficient 
multiplex Tm detection; Fluorescent dye melting curve applies an universal double 
strands DNA dye to separate different double stranded DNA. Obviously, it is an 
un-complicated and cost effective method, but easy to show false positive signaling 
(Dimeric primers and non-specific PCR amplicons also can be dectected). Therefore, 
to improve the weakness of two melting curve methods would be a challenge for 
empirical and clinical applications in this study. 
In chapter 1, courses of the critical factors for melting curve detection, length of 
probes, target sequences and designed probes,were discussed in the aspects of 
efficiency of hybridization and band width plus allocation of Tm peak for the 
establishment of multiplex probe melting curve analysis. 
In chapter 2, we optimized duplex melting curve HPV (subtype of 16 and 18) 
genotyping. Amplification refractory mutation system (ARMS) method is applying 
onto accuracy of primer design and efficiency of real-time PCR amplifiction to have 
highly sensitivity and specificity of clinical diagnosis for HPV genotyping.  
In the end two reference articles were drafted to provide best technical insights 
of empirical improvement (Tm separation) and clinical applications (mutiplex 
genotyping).(1) Principle and current developmment of melting curve analysis; (2) 
Molecular characterization detection and epidemiology f HPV genotyping..  
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通过探针熔解曲线就可以区分不同的产物，实现多重实时基因分型。 
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第二节  材料与方法 
2.1  主要试剂的配制 
（1）TE溶液：10 mmol /L Tris-HCl，1 mmol /L EDTA-Na2，pH 8.0。 
配制量为 1L 的配制方法：称量 Tris 碱（国药集团）1.211g，EDTA-Na2 （国
药集团）0.372 g于 1L 烧杯中，加入约 800ml的高纯水，充分搅拌熔解后，滴加
浓 HCl（国药集团）调至 pH 8.0，补水至 1L。121℃高温高压灭菌 20 min，4℃
保存。 
（2）10× buffer A：670 mM Tris-HCl（pH 8.0），166 mM (NH4)2SO4 , 67 µM 
EDTA-Na2，0.85 mg/ml BSA。 
配制量为 0.1L的配制方法：称量 Tris 碱 8.116 g，(NH4)2SO4（国药集团）
2.194 g，EDTA-Na2 0.0025 g ，BSA  (Bio Basic Inc. ) 0.085g 于装有 800mL高
纯水的烧杯中。所有试剂充分搅拌溶解后，用浓盐酸调 pH至 8.0。然后经 0.22 µm
滤膜(Millipore Millex-GP)过滤，分装保存于-20℃。 
（3）25mM MgCl2溶液 
配制量为 1L 的配制方法：称量 2.380g MgCl2（国药集团）于 1L 烧杯中，
加入约 800 ml的高纯水，充分搅拌溶解后，补水至 1L。121℃高温高压灭菌 20 
min，4℃保存。 
（4）实验所用的高纯水均为美国 Millipore 公司 Milli-Q 纯水仪过滤生成。 
2.2  探针设计 
以五重分析为目标，在分子信标探针设计的基本原则基础上，从探针的 GC
含量，自身 Tm 值、臂长和总长度方面考虑，设计了两条探针，序列见表 1-1。




构，不形成其它二级结构。探针 5’ 端标记 FAM 荧光素，3’ 端标记 BHQ 淬灭
剂。 
探针均由上海生工生物工程有限公司（Songon Inc.）合成和修饰。合成的探
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（2）臂区通常为 5-7个碱基的互补序列；最好是 GC配对，避免 AT 配对； 
（3）探针 5’末端碱基不能为 G，否则 G会抑制荧光； 
（4）GC含量范围为 60%-70%； 
（5）分子信标只有一种稳定的臂环结构。 
表 1-1 两条设计探针的序列及特征 
Name Sequences (5’-3’) α 
Length
（mer） 








37 7 70.3 79.86 
α 横线部分为探针臂部碱基。 
 
2.3  人工合成的靶序列设计 







TE（pH 8.0）溶解，用 ND-1000 UV-VIS波长紫外/可见光扫描分光光度计进行
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表 1-2 人工合成的靶序列及其预测 Tm 值 
Nameα Sequences (5’-3’) β Predictive Tm (℃) γ 
P1-1-1 CGCCGCTAGACTGTCGATACGACGC 75.8 
P1-1-2 CGCCGCTAGACTGTCCATACGACGC 70.7 
P1-1-3 CGCCGCTAGACAGTCTATACGACGC 66.3 
P1-1-4 GCCGCTTGACAGTCTATACGACGC 60.7 
P1-1-5 CGCCGCTAGTCTGTGCATACGTGGC 56.0 
P1-1-6 GCCGCTAGTCTGTGCATACGTGGC 50.8 
P1-1-7 CGCCGCTAGACTGTCGATACGAGGC 72.0 
P1-1-8 CGCCGCTAGTCTGTCGATTCGACGC 68.4 
P1-1-9 CGCCGCTAGACTCTCTATACGACGC 64.2 
P1-1-10 CGCCGCTACACTGTGCATACGACGC 60.5 
P2-1-1 CGCCGCCGTACACAGCTGCACTAGACTCTGGG 81.2 
P2-1-2 CGCCGCCGTACACAGCTTCACTAGACTCTGGG 77.7 
P2-1-3 CGCCGCCGAACACAGCTTCGCTAGACTCTGGG 75.0 
P2-1-4 CGCCGCCGTAGACAGCTCGACTAGACTCTGGG 71.7 
P2-1-5 CGCCGCCGTAGACAGCTCGACTAGACTGTGG 67.6 
P2-1-6 CGCCGCCTTCACAGCTCGACTAGACTCACG 60.4 
P2-1-7 CCGCCGAACACAGCTTCGCTAGACTCTGGG 75.0 
P2-1-8 CCGCCGTTCACAGCTCGACTAGACTCACG 63.1 
P2-1-9 GCCGTTCACAGCTCGACTAGACTCACG 58.1 
P1-2-1 GCCGCTAGACTGTCGATACGACGC 74.2 
P1-2-2 GCCGCTAGACTGTCGATACGACG 72.4 
P1-2-3 GCCGCTAGTCTGTCGATACCACGC 62.6 
P1-2-4 GCCGCTAGTCTGTCGATACCACG 60.2 
P1-2-5 GCCGCTAGAGAGTCGATACGACGC 66.5 
P1-2-6 GCCGCTAGAGAGTCGATACGACG 64.4 
P1-2-7 GCCGCTAGACTGACGATACGACGC 70.3 
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